




(網 膜 色 素 上 皮 細 胞 由 来 エ キ ソ ソ ー ム の 内 皮 細 胞 に 対 す る 血 管 新 生 効 果)
細胞外分 泌小胞 のエキ ソソームは、タンパ ク質やRNA(mRNA、microRNAな ど)を 輸送 して、分
泌細胞 とその周辺環境 の情報 を生体 内の細胞 や臓器 に対 して伝 達する。網膜色素上皮細胞(RPE)は 、
神経網 膜 と脈絡膜 の間 に位置 し、網膜の恒常性維持 に重要 な役割を果た してい る。RPE細 胞 の上 皮間
葉転換 は加 齢黄斑 変性(AMD)の 発症に関与す る可能 性が示唆 されて お り、形質転換増殖因子 β(TGF一
β)や 腫瘍壊死因子 α(TNF一 α)は 上皮間葉転換 の誘導 因子 と して知 られて いる。本研究で は、 これ
らの上皮間葉転換誘導 因子 とRPE細 胞由来エキ ソソームの関連性 、その血管新生作用 について明 らか
にす ることを目的 と した。
ヒ トRPE細 胞 の不死 化株ARPE-19細 胞 をTNFα 、TGF一 β、TNF一 α+TGF一 β(共 刺激)の 存在 下で
培養 し、培地の上清か ら全 エキ ソソーム分離試 薬(ポ リマー沈 降法)を 用 いてエキ ソソーム を抽 出 し
た。 これ らの粒径 をナ ノ粒子解析 システムNanoSightに よって測定 し、エキ ソソームマー カー につい
てウエスタン ブロッ ト法 で確 認 した。エキ ソソー ムに含まれ る血管新生因子の 同定には、 ヒ ト血 管新
生因子 マイク ロア レイ法 を用 いた。また、PKH26を 用 いてエキ ソソームを標識 して、 ヒ ト膀帯静脈 内
皮細胞HUVECに おけるRPE細 胞 由来エキ ソソーム の取 り込み を可視 化 した。HUVEC細 胞の血管新
生効果につ いて、 トランスウ ェル遊走能、増殖 能、管腔 形成の各ア ッセイで検討 した。
NanoSight測 定の結果 、抽 出 したエキ ソソームは、既報の粒径 と同様 の分布 を示 し、 ウエスタ ンブ
ロッ ト法 にてエキ ソソーム マーカー(CD63、HSP70)の 存在 を確認 した。コン トロール、TNF.α 、TGF.
β、TNF一 α+TGF一 βで刺 激 され たARPE-19細 胞 由来 エキ ソ ソーム につ いて、 それぞれExo-CTL、
Exo-TNFとExo-TGF、Exo-COと 名付 けた。血 管新生 因子 マイク ロア レイ法 では、ARPE.19細 胞 由来
の エキ ソソーム には 多種 類 の血管新 生因 子が 含 まれて い た。HUVEC細 胞 がARPE.19細 胞 由来 の
PKH26標 識 エキソ ソー ム を取 り込む ことが確 認 された 。さ らに、エキ ソソー ムはHUVEC細 胞の遊走
因子で あることがわか り、Exo-TNFお よびExo-COで はHUVEC細 胞の増殖能 を抑制 した。また 、管
腔 の全長 と分岐点の数の定量 化を行 うと、管腔の全長 はExo-CTL、Exo-TGFお よびExo-COで 伸長 し、
分岐 点の数は、Exo-CTL、Exo-TNF、Exo-TGF、Exo-COに よって増加 した。 以上の結 果か ら、RPE由
来 のエキ ソソー ムはHUVEC細 胞 に対 して血 管新 生効果を持 ち、RPEが どうい う因子で刺激 され たか
によってエキ ソソー ムの作用が異 なることが示唆 され た。
審査 において、(1)AMDの 発症機序 と加齢 ・老化;(2)RPE細 胞の生理的 な役割;(3)用 いた
エキ ソソーム分離法 の特徴;(4)眼 内でTNF-aとTGF一 βを分泌す る細胞;(5)エ キ ソソーム に存
在 す る血管新生因子 に関す る考察;(6)血 管新生因子の遺伝子発現 との相 関;(7)エ キソ ソー ム と
VEGFの 機能 的な関係;(8)エ キ ソソーム の局 所 ・全身的な作 用;(9)T`NF-aとTGF-Rで 刺激 した
RPE由 来エキ ソソー ムによ る増殖能の違 い;(10)RPEと 間 質の線維 化に関す る考察;(11)AMD
の治療法へ の展 望、な どについて活発な質疑が行 われ、申請 者か ら概 ね適切 な回答が得 られた。
本研究 は、RPE由 来の エキ ソソームはHUVEC細 胞 に対 して血管新生効果 を持 つ ことを実証 し、RPE
細胞 に由来す るエキ ソソー ムが加齢黄斑変性症 の発症機 序 に関与す る可能性 を示唆 した ことか ら、学
位論文 に相応 しいと評価 された 。
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